





























disorders and  supports  the value of  surveillance of  cattle breeding populations  for harmful genetic 
disorders. 
Abstract:  Classical  Ehlers–Danlos  syndrome  (cEDS)  is  a  heritable  connective  tissue  disorder 
characterized  by  variable  degrees  of  skin  hyperextensibility  and  fragility,  atrophic  scarring,  and 
generalized joint hypermobility. The purpose of this study was to characterize the clinicopathological 
phenotype of a cEDS‐affected Holstein calf and to identify the causative genetic variant associated with 
the  disorder  by whole‐genome  sequencing  (WGS). A  3‐day‐old  female Holstein  calf was  referred 
















Sporadically occurring, genodermatoses represent  inherited disorders of  the skin  that mostly 
follow a monogenic mode of inheritance in livestock animals such as cattle [1]. Heritable connective 
tissue disorders, e.g., Ehlers–Danlos syndrome (EDS), belong to this group of human rare diseases. 
EDS  encompasses  a  clinically‐  and heritably‐heterogeneous  group  of  connective  tissue disorders 
(Online  Mendelian  Inheritance  in  Man  (OMIM  PS130000)) 
(https://www.omim.org/phenotypicSeries/PS130000)  characterized  by  a  variable  degree  of  skin 
hyperextensibility,  joint  hypermobility,  and  tissue  fragility. Currently,  human  EDS  classification 
distinguishes  13  subtypes  and  19  different  associated  genes  mainly  involved  in  collagen  and 
extracellular matrix synthesis and maintenance reflecting the clinical and genetic heterogeneity [2]. 
Human  EDS  forms  are  grouped  based  on  the  underlying  pathogenetic mechanisms  related  to 
primary  structure  and  processing  of  collagen  (COL1A1,  COL1A2,  COL3A1,  COL5A1,  COL5A2, 
ADAMTS2),  collagen  folding  and  cross‐linking  (PLOD1,  FKBP14),  structure  and  function  of  the 
myomatrix (TNXB, COL12A1), glycosaminoglycan biosynthesis (B4GALT7, B3GALT6, CHST14, DSE), 








(https://www.omia.org/OMIA001716/9913/))  [16–18]. Pathogenic variants causing  forms of EDS  in 
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done  according  to Häfliger  et  al.  2020  [22].  In  order  to  find  private  variants, we  compared  the 
genotypes of the affected calf with 496 cattle genomes of various breeds that had been sequenced in 
the  course  of  other  ongoing  studies  and  that  are  publicly  available  (Table  S1)  in  the  European 
Nucleotide  Archive  (SAMEA7015115  is  the  sample  accession  number  of  the  affected  calf; 






directly  sequenced  on  an  ABI3730  capillary  sequencer  (Thermo  Fisher  Scientific,  Darmstadt, 
Germany). The COL5A2 missense variant (XM_024979774.1:g.7331916G>T) was genotyped using the 
following  primers:  5’‐  ACCAGGGCTTCAAGGTATGC‐3’  (forward  primer)  and  5’‐
CACCATGGGAACATGAGGCT‐3’  (reverse  primer).  The  sequence  data  were  analyzed  using 
Sequencher 5.1 software (GeneCodes, Ann Arbor, MI, USA). 
2.6. Protein Predictions 
PROVEAN  [24], MutPred2  [25],  and  PredictSNP1  [26] were  used  to  predict  the  biological 
consequences  of  the  discovered  variant  on  protein.  For  multispecies  sequence  alignments,  the 
following National Center  for Biotechnology  Information  (NCBI) proteins  accessions were used: 
XP_024835542.1  (Bos  taurus),  NP_000384.2  (Homo  sapiens),  XP_001164152.1  (Pan  troglodytes), 
XP_002799008.1  (Macaca  mulatta),  XP_005640450.1  (Canis  lupus),  NP_031763.2  (Mus  musculus), 
NP_445940.1  (Rattus norvegicus), XP_004942453.1  (Gallus gallus), NP_001139254.1  (Danio rerio), and 
XP_002931546.2 (Xenopus tropicalis). 
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2.7. Sequence Accessions 
All  references  to  the  bovine COL5A2 gene  correspond  to  the NCBI  accessions NC_037329.1 
(chromosome  2, ARS‐UCD1.2),  XM_024979774  (COL5A2 mRNA),  and  XP_024835542.1  (COL5A2 




On  clinical  investigation,  the  calf,  its dam,  and  its maternal‐grandmother were  found  to be 
clinically healthy with  the exception of  the  skin alterations. Particular clinical examination of  the 
cardiovascular,  respiratory,  urinary,  musculoskeletal,  and  nervous  systems  showed  no 
abnormalities. Moreover, no  joint hypermobility was observed. The blood investigation of the calf 
showed  a  moderate  monocytosis  (1760/mm3),  a  mild  neutrophilia  (4650/mm3),  a  mild 
hypocholesterolemia (47 mg/dL), and a mild hypoproteinemia  (6.10 g/dL) with hypoalbuminemia 
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Examination of  the dam revealed multiple wrinkles, folds, papyraceous scars, cutis  laxa, and 
hyperextensibility  of  the  neck  skin  (Figure  2a,  b). Moreover,  its maternal‐grandmother  showed 





from  cEDS, while  the  skin  lesions  observed  in  the maternal‐grandmother were  suspected  to  be 
acquired as the skin has been traumatised by recurring long‐term mechanical stress of the feed fence. 
3.2. Histopathological Phenotype 
Histologically,  the epidermis at  the  level of  the cervical  lesion of  the calf displayed a severe, 
diffuse  ulceration,  with  underlying  proliferation  of  mature  granulation  tissue  associated  with 
neovascularisation, abundant neutrophilic superficial infiltrates, and adnexal structure loss (Figure 
3a).  The  epidermis  at  the  border  of  the  ulcerated  area  displayed  abundant  serocellular  crusts 














edema  (stars)  and  acute  hemorrhage  (thin  arrowheads)  in  the  absence  of  vascular  changes. 
Haematoxylin and  eosin  (H&E), bar  100  μm.  (b)  In  the dam,  the  epidermis was  irregular, mildy 























impact on  the encoded protein. The heterozygous variant  in COL5A2 exon 35 on  chromosome 2 





















(f)  Multiple  sequence  alignment  of  the  collagen  alpha‐2(V)  chain  of  the  COL5A2  protein 
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encompassing  the  region  of  the  p.Gly789Val  variant  demonstrates  complete  evolutionary 
conservation across species.   
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4. Discussion 













































in the maternal‐grandmother were  linked  to  trauma. In  fact,  the prevalalence of neck skin  lesions 
related  to  the  infrastructure  of  freestall  farms  is  around  9%  [32].  Environmental  factors  cause 
phenocopies, which are incidents in which non‐genetic conditions simulate a genetic disorder. On 
the  farm where  the  three animals were housed,  there were more cows showing neck skin  lesions 
similar to the maternal‐grandmotherʹs that may represent phenocopies due to recurring long‐term 
mechanical stress of  the  feed  fence. However, the calfʹs owner did not recall having any similarly 
affected animals in the past as the cEDS‐affected calf and its dam. 
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We speculate that the mutation either occurred post‐zygotically during the fetal development of 
the  affected  dam  or  represents  a  germline mutation  that  occurred  in  the maternal‐grandfather. 
Nonetheless, this de novo mutation was then transmitted to the cEDS‐affected calf. The amplification 
of the mutated allele in the maternal‐grandmother using DNA extracted from EDTA blood, skin from 







1(I)  in osteogenesis  imperfecta  (OMIM 120150)  (https://www.omim.org/entry/120150),  in  collagen 
alpha‐2(II)  in  chondrodysplasias  (OMIM  120160)  (https://www.omim.org/entry/120160),  and  in 








cellular  quality  control  mechanisms  that  bring  about  endoplasmic  reticulum‐retention  and 
degradation of misfolded collagens are leaky and collagen hetero‐ or homotrimers containing one or 
several  mutant  pro‐alpha‐chains  are  often  secreted,  having  an  important  predicted  impact  on 













Investigation of  these  cases allowed a  complete  clinical, pathological, and molecular genetic 
study, enabling for the first time the diagnosis of a dominantly inherited cEDS form in a family of 
Holstein cattle associated with a COL5A2 variant. Furthermore, this example highlights the utility of 
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